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高效液相色谱- 荧光检测法测定丹酚酸 B的含量研究
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摘 要: 建立了丹酚酸 B 的高效液相色谱- 荧光检测含量测定方法。色谱条件为: BACKM AN ODS 柱
( 4 6mm i. d. 250mm, 5 m) , 以甲醇- 0 5%冰醋酸水溶液为流动相,流速为 1 0mL/ min; 荧光检测波长 EX
= 338nm, EM= 443nm; 进样量 5 L。丹酚酸 B进样量为 0 12~ 1 2 g 时, 其质量与峰面积呈良好的线性关
系( r= 0 9998) ; 加样回收率为 98 6% ~ 108% ;最低检测限为0 013 g / mL。该法具有更高的灵敏度,为丹酚
酸 B 的药代动力学研究提供基础。
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丹参为唇形科植物丹参 ( Salvia miltiorr hiza Bge. )干
燥根及根茎, 俗名红根, 现代医学研究表明: 丹参水溶性
成分中丹酚酸类是治疗心血管病的主要有效部位[ 1]。丹
酚酸 B 在总酚酸类成分中含量最高, 且活性最强[ 1]。药





在已报道的丹酚酸 B 高效液相色谱测定分折中, 广泛采
用的检测方式是紫外检测[ 2~ 4] , 对于丹酚酸 B 的荧光检
测未见有报道。由于丹酚酸 B 属于酚酸类结构, 具有
电子共轭体系[ 5] (如图 1) , 从而决定其有较强的自然荧
光特性。鉴于荧光检测有着较强的专一性和更高的灵敏
度, 本文通过对丹酚酸 B 荧光特性的研究, 建立了高效
液相色谱- 荧光检测法用于丹酚酸 B的含量测定。
图 1 丹酚酸 B 的化学结构式
1 实验部分
1 1 仪器和试剂 仪器: Ag ilent 1100高效液相色谱仪,
包括 G1311A 四元泵, G1313 自动进样器, G1321A 荧光
检测器以及 1100 色谱工作站。AS5150A 超声波仪。
LXJ IIB离心机。
试剂 甲醇、乙腈为色谱纯, 冰醋酸为分析纯, 水为
超纯水;丹酚酸 B对照品由昆明同持医药研究有限公司
提供(含量> 98% ) ;丹参药材由四川中江丹参基地提供;
复方丹参片和香丹注射液均为市售品。
1 2 色谱条件 色谱柱: BACKM AN ODS( 4 6mm i. d.
250mm, 5 m) ;流动相 A: 0 5%冰醋酸水溶液, 流动相
B: 甲醇;梯度洗脱程序为: 0min: 30% B, 30min: 60% B;
流速: 1 0mL/ min; 激发波长 EX= 338nm, 发射波长 EM
= 443nm;进样量: 5 L。
1 3 对照品溶液与待测液的制备 精密称取丹酚酸 B
标准品 2mg ,加水溶解定容至 10mL 棕色容量瓶中, 作为
对照品储备液。
丹参药材 精密称取丹参粉末 ( 过 60 目筛) 约
0 1g,置于 100mL 烧杯中, 加水 20mL 超声处理 20min。
离心后取上清液过 0 45 m 微孔滤膜,作为待测液。
复方丹参片 取 10 片药片, 除去糖衣, 研细, 过 60
目筛,按照与丹参药材同样的方法处理。
香丹注射液 直接精密量取一定体积注射液, 过
0 45 m 微孔滤膜后稀释 10 倍,进样测定。
2 结果与讨论
2 1 方法选择 波长选择 最佳激发波长和发射波长
通过扫描荧光激发光谱和发射光谱进行确定。丹酚酸 B
标准溶液进样,以较短波长 EM = 260nm 作为激发波长,
进行丹酚酸 B 荧光发射光谱扫描, 选择最佳发射波长





不同 pH 值条件下丹酚酸 B 的荧光响应强度 (结果见图
2)。结果表明随着酸度的增加, 丹酚酸 B 的荧光信号增
强,当 pH 值接近 3 时, 趋于平稳。由于所用 C18色谱柱
承受的 pH 范围为 2~ 8, 本实验采用 0 5%冰醋酸水溶
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图 2 不同 pH 值条件下丹酚酸 B的荧光响应强度
2 2 方法评价 线性关系与仪器精密度 精密量取丹
酚酸 B 对照品储备液适量, 加水稀释为 5 个不同浓度的
标准溶液, 进样 5 L。以峰面积为纵坐标, 进样量( g )为
横坐标, 得丹酚酸 B 的线性回归方程: Y = 1311 1X -
11 848, ( r = 0 9998) ; 丹酚酸 B 在 0 12~ 1 2 g 范围内
线性关系良好。浓度为 2 4mg / mL 的丹酚酸 B 标准溶
液, 重复进样 5 次,其峰面积的 RSD 为 1 60%。
加样回收实验 精密称取已知含量的丹参药材及复
方丹参片粉末, 分别加入一定量的丹酚酸 B 标准品, 按
样品处理方法制备 , 进样测定; 直接量取适量香丹注射
液, 加一定量丹酚酸 B 对照品储备液, 混合制样方法同
前, 进样测定。测得回收率见表 1。
表 1 丹酚酸 B回收率实验结果( n= 6)
样品 回收率( % ) RSD( % )
丹参药材 98 6 2 32
香丹注射液 99 6 3 32
复方丹参片 108 1 92
方法重现性与检出限 取同一批丹参药材, 按待测
液制备方法平行制备 6 份, 进样测定, 其 RSD为 2 1%。










表 2 实际样品中丹酚酸 B含量( X s , n = 6)
样品 丹酚酸 B
丹参药材 5 22 0 11( % )
香丹注射液 1 12 0 02(mg/ mL)
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Determination of Salvianolic acid B by High Performance
Liquid Chromatography with Fluorescence Detection
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Abstract:A new method for the determinat ion of Salvianolic acid B by high performance liquid chromatog raphy w ith flu
orescence detection has been established. T he column used w as BACKM AN C18 ( 4 6mm i. d. 250mm, 5 m ) ; The mobile
phase was methanol- 0 5% acetic acid solution w ith gr adient condit ion at a flow rate of 1 0mL / min; The fluorescence detec
tor w as operated at EX= 338nm and EM = 443nm w ith the injection volume of 5 L . T he r esult prov ed that Salvianolic acid B
has a good linearity in the r ange of 0 12 g to 1 2 g with the corr elation coefficient of 0 9998; The recoveries w er e 98 6%
~ 108% ; The limit of detection is 0 013 g / mL . This method has a higher sensit ivity and can be used in the study of pharmic
metabolize.
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